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1. RESUMEN 
Los metales pesados son contaminantes no biodegradables, ampliamente utilizados 
en la industria y actividades mineras, relativamente abundantes que ocasionan graves 
perturbaciones a los ciclos biogeoquímicos y ecosistemas, contaminando el suelo, el 
aire y el agua. El zinc, a pesar de ser un micronutriente, en altas concentraciones se 
considera un metal pesado que puede originar serios problemas en la salud humana y 
animal, que en casos de intoxicación grave causan la muerte. Existen técnicas viables 
para la restauración de suelos, entre ellas la fitorremediación que se basa en el 
empleo de especies vegetales para descontaminar suelos y recuperar los ecosistemas 
afectados. El objetivo de este trabajo fue estudiar, en condiciones controladas, las 
estrategias fisiológicas empleadas por plantas de Festuca arundinacea Schreb. 
‘Malma’ que son capaces de crecer en ambientes con alta concentración de zinc, para 
determinar si esta especie podría ser utilizada como fitorremediadora. Se evaluaron 
parámetros de germinación (porcentaje de germinación, longitud radicular y peso seco 
de plántulas) y de crecimiento (biomasa total, área foliar, conductividad relativa de las 
membranas, contenido de malondialdehído (MDA), clorofila, carotenos, proteínas, 
prolina y contenido de zinc en parte aérea y raíz). Se observó una marcada 
disminución de la longitud y el peso seco radicular a concentraciones crecientes de 
zinc, sin que haya modificaciones en el porcentaje de germinación. La biomasa, el 
área foliar, el contenido de clorofila, carotenos y proteínas en la parte aérea 
presentaron una disminución con el aumento de la concentración de zinc mientras que 
sucedió lo contrario con el contenido de MDA, conductividad relativa de las 
membranas, proteínas en las raíces y prolina. Se evidenció que esta especie tiene la 
capacidad de absorber y acumular gran cantidad de zinc en su biomasa sin afectar 
significativamente su crecimiento por lo que esta especie podría ser utilizada como 
fitoestabilizadora en programas de fitorremediación para zinc. 
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2. INTRODUCCIÓN 
2.1. La contaminación ambiental 
En los últimos años la contaminación se ha convertido uno de los problemas 
ambientales más importantes que afectan a nuestro planeta. Esta se genera por la 
introducción de sustancias que pueden ejercer un efecto dañino sobre los organismos 
vivos en los ecosistemas. Generalmente se relaciona a la actividad antrópica que 
dispersa sustancias; algunas de las cuales pueden ser transformadas por organismos 
vivos (biodegradables) mientras que otras son persistentes (no biodegradables). 
Zúñiga (1999) destaca que las biodegradables pueden causar daños ecológicos 
importantes, sin embargo a corto plazo serán degradadas; en cambio las no 
biodegradables ingresarán en la red trófica y a lo largo de los niveles se incrementará 
su concentración lo que puede causar problemas al ecosistema y finalmente afectar la 
salud. Navarro Aviñó et al. (2007) distinguen que a pesar de que la contaminación se 
relaciona a la actividad antrópica hay causas naturales que la provocan como la 
actividad volcánica, los procesos de formación de los suelos, la erosión de las rocas, 
los terremotos, tsunamis, entre otros. 
Dentro de las causas antropogénicas cabe destacar la explotación de minerales 
metalíferos que constituye una actividad económica relevante en Latinoamérica desde 
la colonización española en el siglo XVI con un desarrollo discontinuo y variable en 
Argentina. Kirschbaum et al. (2012) señalan los numerosos pasivos mineros que se 
generaron, en el siglo XX, especialmente en el noroeste de nuestro país, producto de 
operaciones discontinuadas y sin una clausura adecuada. En la Figura 1 se observa 
uno de estos pasivos y como sus efluentes se diseminan e impactan en el medio 
ambiente a través de la dispersión del polvo y/o la lixiviación del mineral, afectando 
negativamente la calidad del agua, de los suelos y alterando los ecosistemas que los 
contienen. 
Figura 1. Contaminación en San Antonio Oeste, Rio Negro, causada por los residuos de la Fundición Geotecnia que 
operó entre 1960 y 1984. Se extraía Zn y Ag de los minerales provenientes de la Mina Gonzalito. 
Fuente: Cipolletti Digital, mayo 2018. 
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Otra causa importante de contaminación antropogénica es la expansión demográfica 
que provoca la cercanía de la frontera urbana a las zonas agrícolas, como se observa 
en la Figura 2A, lo que conlleva a la contaminación de las mismas. Schnitzler et al. 
(1999) afirman que, debido al crecimiento de las poblaciones urbanas, la horticultura 
en suelos urbanos y periurbanos aparece como una alternativa para proveer alimentos 
y como medio de empleo de los emigrantes de áreas agrícolas. Madaleno (2001) 
aporta que la agricultura urbana existe desde hace mucho tiempo en países en 
desarrollo, y en América Latina es en la actualidad una estrategia de supervivencia. En 
Argentina, existen políticas de promoción de la agricultura pública urbana a nivel 
nacional y a nivel local. En las investigaciones realizadas por Ratto et al. (1999), 
Marbán et al. (1999) y Giuffré et al. (1999) se alertó sobre de la presencia de metales 
pesados en suelos urbanos y suburbanos de Buenos Aires. Estos pueden provenir de 
los residuos generados por las ciudades que no son correctamente tratados, sino que 
son desechados, junto a residuos de industrias, en cursos de agua como se observa 
en la Figura 2B, causando, no solo la contaminación de los mismos, sino también de 
los suelos y de los acuíferos, los que son fuente de abastecimiento de agua de 
consumo de diversas poblaciones (Bidegain y Jurado, 2011). Gbadegesin y Olabode 
(2000) explican que los suelos destinados a este uso pueden considerarse de “uso 
sensible” desde el punto de vista ecotoxicológico, por lo que la acumulación de 
metales pesados en suelos de ambientes urbanos requiere la atención de urbanistas y 
ambientalistas, para prevenir su lixiviación a las napas de agua y minimizar el riesgo 
para la salud. 
 
2.2. Los contaminantes y los metales pesados 
La contaminación ambiental puede estudiarse atendiendo a tres elementos básicos de 
los ecosistemas: agua, aire y suelo. Los contaminantes pueden generarse o 
depositarse en cualquiera de los tres y moverse de un elemento a otro hasta llegar a la 
biota donde ocasionan daños e ingresan a las redes tróficas. La situación del suelo es 
destacable, ya que a el llegan generalmente los contaminantes que provienen del aire 
Figura 2.A. En el fondo, el Country “La Cascada” en Pilar; delante, una mujer trabajando en cultivos de hojas a campo. 
2.B. Visible contaminación del Arroyo "El Gato". Es un curso de agua de Buenos Aires, que forma parte de la cuenca del 
Río Santiago, que a su vez estributario del Río de La Plata. 
Fuente: Reestructuraciones en la Horticultura del AMBA, noviembre 2017. 
A B 
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y del agua. El exceso de productos nocivos en el suelo puede ser atemperado por la 
función amortiguadora del mismo. Sin embargo tanto Felipó y Garau (1987) como 
Ritchie y Sposito (1995) afirman que dicha capacidad no es ilimitada, sino que 
depende de las propiedades físico-químicas de las sustancias introducidas y 
almacenadas, de las propiedades y características edáficas y de las condiciones 
ambientales imperantes en el medio. La contaminación del aire y del agua es la más 
evidente y la más estudiada. Actualmente se han desarrollado tecnologías para 
disminuir y controlar la contaminación tanto del aire como del agua. A pesar de que 
hay gran cantidad de métodos para remediar los suelos como demuestra la 
recopilación de Zúñiga (1999) en la actualidad los estudios sobre los mismos y su 
utilización son aún escasos. 
Entre los distintos tipos de contaminantes del suelo se encuentran los hidrocarburos 
policíclicos aromáticos y los metales pesados, estos últimos son especialmente 
peligrosos dado que tienden a bioacumularse en diferentes cultivos. En la Figura 3 se 
grafica el ciclo de los contaminantes y cómo logran incorporarse al consumo humano. 
Angelova et al. (2004) explican este fenómeno con la bioacumulación que es un 
aumento en la concentración de un producto químico dentro de un organismo vivo en 
un cierto plazo de tiempo, comparada a la concentración de dicho producto químico en 
el ambiente. Lucho et al. (2005) mencionan que los productos químicos se pueden 
incorporar a organismos vivos (plantas y animales) por vía del alimento, el agua o el 
aire. No pueden ser degradados o destruidos fácilmente de forma natural o biológica 
ya que no tienen funciones metabólicas específicas en los seres vivos (Abollino et al., 
2002) concluyen que los metales pesados pueden incorporarse a un sistema por 
medio de residuos industriales o mineros que son vertidos sin previos tratamientos, los 
que 
Figura 3. Ciclo y bioacumulación de metales pesados a lo largo de la cadena trófica. 
Fuente: Conciencia, Salud y Ambiente, marzo 2016. 
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posteriormente se depositan en lagos, ríos y distintos sistemas acuíferos (García y 
Dorronsoro, 2005). 
Cuando se menciona el término metal pesado se lo interpreta como un elemento 
tóxico, lo cual es, en cierta parte, incorrecto, ya que no todos los metales pesados son 
tóxicos ni todos los elementos tóxicos son metales pesados. Según la definición de 
Passow et al. (1961) “los metales pesados constituyen un grupo cercano a 40 
elementos de la tabla periódica que tienen una densidad mayor o igual a 5 g/cm3”. 
Cañizares-Villanueva (2000) destaca que alguno de los elementos considerados como 
metales pesados son esenciales para el crecimiento de las plantas como el Na, K, Mg, 
Ca, V, Mn, Fe, Co, Ni, Zn y Mo pero que, en altas concentraciones, se han reportado 
que tienen efectos tóxicos sobre las células, principalmente como resultado de su 
capacidad para alterar o desnaturalizar proteínas. Kabata-Pendias (2000) concuerda 
en que ciertos elementos, considerados metales pesados como el Cu, Se y Zn son 
esenciales para mantener un correcto metabolismo en los seres vivos y en particular 
en el cuerpo humano. Sin embargo, en altas concentraciones pueden conducir al 
envenenamiento. Otra definición propuesta por Fergusson (1990) los categorizan 
como “elementos pesados” (Pb, As, Se, Cd, Hg, Sb, Tl, In, Bi, Te, U, etc.) que son 
tóxicos para los humanos. Son ampliamente utilizados en la industria, relativamente 
abundantes y ocasionan graves perturbaciones a los ciclos biogeoquímicos. Clemens 
(2001) concluye que la causa primaria del elevado nivel de toxicidad química se debe 
a que los metales pesados tienen afinidad con moléculas orgánicas a las que se unen 
estrechamente, a través de grupos sulfhidrilo, radicales amino, fosfato, carboxilo e 
hidroxilo. A través de estas uniones ligando-metal alteran funciones biológicas 
esenciales. 
Diversos trabajos han demostrado la contaminación por metales pesados en nuestro 
país, a continuación se citan algunos. En el área metropolitana y suburbana de 
Buenos Aires, Llosa et al. (1990) estimaron el grado de contaminación por Pb, Cd, Zn 
y Cu en muestras de suelo situadas en las cercanías de industrias que procesan 
dichos elementos encontrando concentraciones de Pb de 237-12418 mg.kg-1, de Cd 
de 0,7-3,4 mg.kg-1, de Zn de 205-3400 mg.kg-1 y de Cu de 19,6-1467,5 mg.kg-1.En 
Ensenada, provincia de Buenos Aires, Labunska et al (2000) tomaron muestras de 
agua y de sedimentos de canales y arroyos donde se vierten desechos industriales 
que desembocan en el Río de la Plata. El análisis reflejó contaminación por una gama 
de contaminantes orgánicos (principalmente relacionados con el petróleo) y metales 
pesados (Pb 236 mg.kg-1, Mn 389 mg.kg-1, Cu 143 mg.kg-1, Zn 626 mg.kg-1, entre 
otros). En las localidades Cordobesas de Yocsina y Río Tercero Bermudez et al. 
(2011) examinaron en granos de trigo y su rastrojo las concentraciones de metales 
pesados encontrando que las concentraciones medias de Cr, Cu, Fe, Mn y Zn 
sobrepasaron los límites de tolerancia establecidos en la legislación internacional para 
granos de trigo y productos alimenticios. Cuando las concentraciones de Ba, Co, Cr y 
Zn en la capa superior del suelo fueron mayores que los umbrales de la legislación 
para suelos agrícolas y residenciales, las concentraciones en granos de trigo también 
aumentaron. En la Laguna de Chascomús, provincia de Buenos Aires, Barla et al. 
(2005) analizaron la contaminación por Cu, Zn y Cr y se consideró su 
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biomagnificación, estos elementos se midieron en agua, sedimentos de la laguna, 
músculos y vísceras de peces, músculos de almejas, en fitoplancton y zooplancton 
donde se encontraron valores elevados para los tres elementos analizados, superando 
los valores límites para la vida acuática. En el agua los valores fueron de 1,78 mg.l-1 de 
Cu, 0,19 mg.l-1 de Zn y 0,12 mg.l-1 de Cr, en los sedimentos las concentraciones eran 
mayores y en la cadena trófica la concentración aumentó a medida que se avanzó en 
el nivel trófico. En la zona costera de Sarandí, provincia de Buenos Aires, se encuentra 
asentado un pulmón verde de aproximadamente 420 ha donde funciona un conjunto 
de establecimientos frutihortícolas. Machalec et al. (2011) determinaron la calidad de 
los productos cosechados demostrando que poseen concentraciones de As, Pb y Cd 
por encima de los niveles de referencia indicados por el Código Alimentario Argentino 
en diferentes variedades vegetales, que en algunos casos coinciden con las elevadas 
concentraciones de los mismos analitos en suelo, de acuerdo a las especificaciones 
del Decreto 831/93 para suelo de uso agrícola. En la ciudad de Mendoza, Martí et al. 
(2011) determinaron los contenidos totales de Pb, Cd, Zn y Cu en la capa superficial 
de suelos diferentes entre los cuales se encontraban suelos de agricultura intensiva 
encontrando niveles elevados de Cu y Cd con medias de 39,3 y 2,5 mg.kg-
1respectivamente. En la zonadel Oasis Norte, también en Mendoza, se encuentra el 
llamado “Cinturón Verde”, en el que se demandan cantidades importantes de agua 
para riego y hay un gran uso de agroquímicos, cuyos excesos se lixivian hacia los 
acuíferos, provocando un impacto negativo en zonas aguas abajo, donde el recurso se 
usa para riego y consumo humano. Esta zona es monitoreada por un grupo de 
investigación desde el año 1999. Zuluaga et al. (2013) evaluaron parámetros de 
calidad del agua de riego, superficial, subterránea y de drenaje a lo largo del ciclo 
agrícola encontrando cadmio, prácticamente en todos los muestreos. Sus valores 
superaron los tenores máximos permitidos de 0,01 mg.l-1 que establece la Resolución 
778, así como el valor establecido por el Anexo 3 del EPAS para aguas de riego. 
Desde el año 2003, Chaca et al. (2014), en la provincia de San Luis, estudian como la 
contaminación por Cd y As influye en la producción de Glycine max L. (soja) 
observándose en la Figura 4 la disminución de la biomasa de la misma. Esta 
contaminación proviene del uso por largos períodos de tiempo de pesticidas o 
fertilizantes fosfatados que contienen trazas de Cd y a la alta radicación industrial con 
falta de controles ambientales lo que contribuye al aumento de su concentración en el 
ambiente, incrementando el riesgo ecotoxicológico. También, la presencia de As en 
suelos volcánicos produce una considerable preocupación respecto de la captación 
por parte de las plantas y la subsiguiente entrada en la cadena alimentaria humana y 
animal. Los ensayos encontraron altos valores de Cd en la parte aérea de plántulas 
(1454 mg.kg-1 MS). En muestreos de suelo realizados en el pasivo minero “La 
Concordia” localizada a 15 km al ONO de la localidad de San Antonio de los Cobres, 
provincia de Salta, se detectó la presencia de elevadas concentraciones de Zn (98 
mg.kg-1), Pb (105 mg.kg-1), Fe (12000 mg.kg-1) y Cu (37 mg.kg-1) (Guisande-Donadio et 
al., 2016). 
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2.3 Efectos tóxicos de los metales pesados 
Sarmiento et al. (1999), Margas Marcos (2005) y Franco et al. (2016), concuerdan en 
que el exceso de metales pesados puede originar serios problemas en la salud 
humana y animal, que en casos de intoxicación grave puede causar la muerte. 
Diversos trabajos como los de De Vos et al. (1989), Lidon y Henriques (1992), Murphy 
y Taiz (1997), Shen et al. (1998) y Murphy et al. (1999) refieren que en plantas pueden 
producir diversos efectos tóxicos, como clorosis de hojas, alteración de procesos 
fisiológicos fundamentales como la fotosíntesis y la transpiración, y/o el incremento de 
electrolitos libres en las células debido al daño en las membranas celulares. En 
definitiva acontece la inhibición del crecimiento de las plantas y, en consecuencia, de 
su rendimiento. No obstante contrastan que hay plantas que han desarrollado 
mecanismos para atemperar los efectos adversos de los metales pesados, usando 
diferentes estrategias como la exclusión, mecanismo que consiste en evitar la 
absorción excesiva y el posterior transporte de los iones metálicos (Wei et al., 2008). 
Estas plantas usualmente acumulan concentraciones relativamente bajas de metales 
en sus tejidos aunque crezcan en suelos altamente contaminados. Hall (2002) aporta a 
esta idea afirmando que en otros casos, las raíces de algunas especies secretan 
compuestos orgánicos que pueden ligar los metales pesados en el suelo y reducir su 
absorción a través de las células radicales. Neumann et al. (1995), Lou et al. (2004), 
Konno et al. (2005) añaden que otras plantas pueden retener los metales en las 
paredes celulares, reduciendo así su translocación a la parte aérea. Por otro lado tanto 
Clemens (2001) como Hall (2002), afirman que algunas raíces pueden absorber 
cantidades elevadas de metales y transportarlos a los tallos, de manera que los iones 
metálicos son detoxificados por compartimentalización vacuolar o acomplejados con 
ligandos orgánicos, como ácidos orgánicos, aminoácidos y péptidos que pueden 
reducir la toxicidad. 
Figura 4. Ensayo comparativo del crecimiento de Glycine max L. con contaminación por cadmio (Izquierda). 
Fuente: Argentina Investiga, Noviembre 2013. 
9 
 
2.4 Fitorremediación 
Con el objetivo de disminuir la lixiviación de los metales y la contaminación de 
acuíferos, la inmovilización se realiza mediante técnicas que pueden clasificarse en 
químicas, biológicas y físicas. Dentro de las biológicas, Zúñiga (1999) destaca a las 
plantas acumuladoras de metales pesados que absorben metales en altas 
concentraciones sin sufrir grandes daños y constituyen una opción de bajo costo para 
la descontaminación del suelo, sin embargo la restauración del suelo por esta técnica 
es de largo plazo. 
En las últimas décadas del siglo XX las tecnologías basadas en el empleo de 
organismos vivos para descontaminar suelos y recuperar los ecosistemas afectados 
fueron mejorando. Cuando se basan en el uso de plantas, reciben el nombre de 
fitorremediación, definida como el uso de plantas vivas para eliminar los 
contaminantes del entorno o para reducir su peligrosidad (Cunningham et al., 1995). 
Salt et al. (1998) mencionan ventajas que reúnen este grupo de fitotecnologías, 
especialmente la limpieza y el bajo costo; no utilizan reactivos químicos peligrosos, ni 
afectan negativamente a la estructura del suelo, sólo aplican prácticas agrícolas 
comunes; además, el proceso se realiza 'in situ' evitando costosos transportes. 
Cuando las plantas han absorbido contaminantes inorgánicos, como metales pesados, 
pueden ser cosechadas y desechadas. La incineración controlada es el método más 
común para disponerlas. Posteriormente las cenizas pueden ser apartadas y 
depositadas en sitios donde no contaminen o reutilizadas para diversos fines como es 
la fabricación de bloques para la construcción. Cañizares-Villanueva (2000) y Cuizano 
y Navarro (2008) proponen el uso de la biosorción de los metales por bacterias y algas 
como método para recuperarlos y reutilizarlos. En las Figuras 5A, B y C se aprecian 
ejemplos del uso práctico de esta tecnología en diversos lugares. A continuación se 
distinguen algunas de las variables con las cuales las plantas regulan o controlan los 
niveles de contaminantes: 
 Fitoextracción: uso de plantas acumuladoras de contaminantes para retirarlos 
del suelo mediante su absorción y concentración en las partes cosechables. 
 Fitoestabilización: uso de plantas para reducir la biodisponibilidad de los 
contaminantes en el entorno, mejorando sus propiedades físicas y químicas. 
 Fitoinmovilización: uso de las raíces para la fijación o inmovilización de los 
contaminantes en el suelo. 
 Fitovolatilización: uso de plantas para eliminar los contaminantes del medio 
mediante su volatilización, y para eliminar contaminantes del aire. 
 Fitodegradación: uso de plantas y microorganismos asociados para degradar 
contaminantes orgánicos. 
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Figuras 5.A. Aplicación del Sistema Vetiver en el Proyecto de la Universidad de Tarapacá (Chile, 2015). 5.B. Uso 
de la fitorremediación para recuperar sitios industriales para futuro uso agrícola (Canadá, 2016). 5.C. Agua gris de 
un edificio de apartamentos tratada a través de fitorremediación para su reutilización (Israel, 2015). 
Fuente: Agriculturers, junio 2015, Institut de recherche en biologie végétale, enero 2016, Israel 21c, noviembre 
2015. 
2.3 El zinc como micronutriente y contaminante 
El zinc, en particular, es un microelemento esencial para el normal crecimiento de las 
plantas, interviniendo sobre los procesos fotosintéticos, la regulación y la síntesis de 
aproximadamente 2800 proteínas y el mantenimiento de la integridad de las 
membranas de la raíz. Se requiere para la síntesis de carbohidratos durante la 
fotosíntesis y en la transformación de los azúcares en almidón. Webb (1994) agrega 
que este elemento tiene un papel en la resistencia/tolerancia a organismos patógenos. 
Existen tres enzimas en las cuales el Zn(II) participa activamente como cofactor: la 
deshidrogenasa alcohólica, la anhidrasa carbónica y la dismutasa de superóxidos. Taiz 
y Zeiger (2002) y Cakmak (2015) aportan que participa en el metabolismo de 
hormonas al regular el nivel de auxinas a través de la síntesis del aminoácido 
triptófano. Sin embargo, a pesar de ser un nutriente esencial, en elevadas 
concentraciones resulta fitotóxico. Algunos síntomas de toxicidad por efecto del Zn(II), 
descriptos por Sagardoy et al. (2009), Efroymson et al. (1997) y Marschner (1998) 
A 
C 
B 
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incluyen la clorosis y daños al sistema radicular, crecimiento reducido de la planta, 
inhibición de la fijación del CO2, transporte de los hidratos de carbono en el floema y la 
alteración de la permeabilidad de las membranas celulares. Además Yang et al. (2004) 
han encontrado que los iones zinc interfieren en los movimientos estomáticos, 
perturbando el flujo del agua a través de las membranas. 
2.4 Festuca arundinacea como especie remediadora 
En la bibliografía se describen diversos relevamientos en zonas contaminadas con 
metales pesados que fueron realizados con el objetivo de identificar especies para un 
posible uso en fitorremediación. Melignani (2017) realizó un relevamiento en 88 sitios 
de cuencas urbanas y periurbanas de Buenos Aires sometidos a contaminación mixta 
(río Matanza-Riachuelo, frente estuarial del Río de la Plata, río Reconquista y arroyo 
Buñirigo). Se identificaron 248 especies en el total de los sitios relevados. Más de la 
mitad de las especies correspondieron al grupo funcional de plantas herbáceas. Una 
de las especies dominantes entre las herbáceas, fue Festuca arundinacea. En el 
pasivo minero “La Concordia” en Salta (Guisande-Donadio et al., 2016) se encontró un 
total de ocho especies vegetales diferentes adaptadas a rigurosas condiciones, tanto 
climáticas como relacionadas a la 
contaminación. Uno de los géneros 
identificados fue Festuca (Figura 6). Este 
género comprende aproximadamente unas 
450 a 600 especies, muchas de las cuales se 
consideran excelentes forrajeras y se las 
cultiva para tal fin. Son gramíneas muy 
difundidas y capaces de adaptarse a los más 
diversos tipos de suelos y climas, muy 
resistentes al pisoteo, agresivas, invasivas y 
persistentes. Ben Naceur (1994) destaca que 
son plantas pioneras que sobreviven donde 
muchas especies leñosas no son capaces de 
hacerlo y constituyen en algunas áreas el 
único alimento disponible. Algunas especies 
están adaptadas a suelos áridos, calizos, 
arenosos, yesosos, salobres o tóxicos, con 
exceso de aluminio, cobre, mercurio y otros 
metales. Investigaciones realizadas por Li et 
al. (2000), Qu et al. (2003) y Soleymani et al. 
(2009) demostraron que Festuca arundinacea es capaz de absorber y tolerar altas 
concentraciones de metales, como plomo, níquel, cadmio y zinc. Además se la ha 
propuesto en la fitorremediación de suelos contaminados con hidrocarburos (Parrish et 
al., 2004, Ho et al., 2007), de metales pesados en el compost de residuos sólidos 
municipales o barros cloacales contaminados (Boswel, 1975, Zhao et al., 2013) y de 
metales pesados en suelos contaminados por la filtración de los desechos de minas 
(Zhu et al., 1999), entre otros ejemplos. Dada esta capacidad para extraer los metales 
Figura 6.Festuca arundinacea Schreb. en su 
hábitat. 
Fuente: Plant Sciences and Plant Pathology, 
septiembre 2011. 
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del suelo es considerada y evaluada para programas de fitorremediación de suelos 
contaminados. 
3. HIPÓTESIS 
Festuca arundinacea es capaz de tolerar y absorber en su biomasa concentraciones 
elevadas de zinc sin afectar significativamente su crecimiento, pudiendo ser utilizada 
para programas de fitorremediación. 
4. OBJETIVO 
4.1. Objetivo general 
Caracterizar, en condiciones controladas, las estrategias fisiológicas por medio de las 
cuales Festuca arundinacea es capaz de crecer en ambientes extremos con alta 
concentración de Zn (II). 
4.2. Objetivos particulares 
 Evaluar la germinación y el crecimiento de plantas de Festuca arundinacea de 
tres cultivares (‘Malma’, ‘Baralta’ y ‘Flexible’) en presencia de distintas 
concentraciones de Zn(II). 
 Determinar las respuestas morfológicas (biomasa de raíz y de parte aérea), 
fisiológicas (conductancia estomática, permeabilidad de membranas celulares), 
y bioquímicas (contenido de clorofila y carotenos, proteínas solubles, prolina, 
malondialdehído) producidas ante esta situación de estrés 
 Identificar las estrategias desarrolladas por esta especie ante la presencia en el 
suelo de exceso de Zn(II), en función de donde se acumule el metal en la 
planta. 
5. MATERIALES Y MÉTODOS 
El trabajo experimental se realizó en condiciones controladas en el Instituto de 
Fisiología Vegetal (INFIVE), Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales y el Centro de 
Investigación y Desarrollo en Fermentaciones Industriales (CINDEFI), Facultad de 
Ciencias Exactas (UNLP). Se realizaron dos ensayos, uno de germinación y otro de 
crecimiento, que se detallan a continuación: 
5.1. Ensayo de germinación 
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Las semillas de Festuca arundinacea de 3 
cultivares distintos (‘Malma’, ‘Baralta’ y 
‘Flexible’) fueron desinfectadas 
superficialmente con NaClO (10%) durante 5 
minutos, enjuagadas con agua estéril y 
colocadas en cajas de Petri (14 cm de 
diámetro), sobre papel de filtro humedecido 
con 2 ml de agua o de las diferentes 
soluciones de zinc a evaluar como se 
observa en la Figura 7. Posteriormente se 
colocaron en estufa de germinación a 28°C y 
oscuridad. Se seleccionaron estos tres 
cultivares por la disponibilidad de semilla de 
los mismos y con el objetivo de realizar 
ensayos comparativos. Una vez emergidas se llevaron a una cámara de crecimiento 
con luz y temperatura controlada. Se utilizaron 30 semillas por caja y 3 repeticiones 
(cajas) por tratamiento (Ruscitti et al., 2011). El zinc fue aplicado en forma de 
ZnSO4.7H2O y las concentraciones fueron elegidas en función a determinaciones 
realizadas in situ, en ensayos previos, quedando determinados los siguientes 
tratamientos: 
1) Control (agua destilada). 
2) Solución 300 µM de ZnSO4.7H2O. 
3) Solución 600 µM de ZnSO4.7H2O. 
4) Solución 900 µM de ZnSO4.7H2O. 
5) Solución 1200 µM de ZnSO4.7H2O. 
6) Solución 1500 µM de ZnSO4.7H2O. 
7) Solución 1800 µM de ZnSO4.7H2O. 
8) Solución 2100 µM de ZnSO4.7H2O. 
9) Solución 2400 µM de ZnSO4.7H2O. 
10) Solución 2700 µM de ZnSO4.7H2O. 
11) Solución 3000 µM de ZnSO4.7H2O. 
Se contó semanalmente la cantidad de semillas germinadas por caja de Petri con el 
objetivo de determinar el porcentaje de germinación y al finalizar el ensayo, 28-30 días 
después aproximadamente, se midió la longitud de la radícula y el peso seco de la 
parte aérea y radicular. 
El diseño del experimento fue completamente aleatorizado. El número de repeticiones 
(n) fue 3 por tratamiento y 30 semillas por repetición. Los datos fueron sometidos a 
análisis de la varianza y las medias comparadas por el test de LSD al 5% 
(Statgraphics Centurion). Los datos porcentuales de germinación se transformaron 
previamente en arcoseno para su análisis estadístico y así aumentar la 
homogeneidad. 
5.2. Ensayo de crecimiento 
Figura 7. Disposición de las semillas de 
Festuca arundinacea Schreb en la caja de Petri. 
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Diez semillas de Festuca arundinacea ‘Malma’ fueron desinfectadas superficialmente 
con NaClO (10%) durante 5 minutos, enjuagadas con agua estéril y sembradas en 
macetas de 500 cm3 de capacidad, con una mezcla tierra-arena (1:1) como se observa 
en la Figura 8. Posteriormente se raleó hasta que quedaron 5 plantas por maceta. 
Cuando presentaron dos hojas expandidas se comenzaron los tratamientos con 
aplicación de 100 ml de ZnSO4.7H2O, semanalmente, en las distintas concentraciones 
a ensayar observadas en el Cuadro 1. De esta forma quedaron definidos los siguientes 
tratamientos: 
Cuadro 1.Concentraciones de Zn (II) en los distintos tratamientos. 
Soluciones (µM) Zn (II) por maceta Zn (II) por aplicación 
Control (0 µM) - - 
500 µM 234 mg.kg-1 32,7 mg.l-1 
1000 µM 332 mg.kg-1 65,4 mg.l-1 
1500 µM 430 mg.kg-1 98,07 mg.l-1 
Las concentraciones en mg.kg-1 fueron estimadas mediante las concentraciones por 
aplicación, el peso aproximado del sustrato en la maceta y el número de aplicaciones. 
Figura 8. Disposición de las macetas de las repeticiones de los distintos tratamientos (Derecha). Disposición de las 10 
semillas en la maceta (Izquierda). 
 
Después de 90 días se concluyeron las aplicaciones y se cosechó el ensayo para 
realizar las siguientes determinaciones: 
 Peso seco por planta (PS) distinguiendo parte aérea y raíces, mediante 
secado en estufa a 80°C hasta peso constante. 
 Área foliar (AF) con un medidor de área foliar Licor Li-3000. 
 Conductividad relativa (CR) de las membranas celulares de hojas y 
raíces: se realizó a partir de 4 discos de material fresco de hojas y peso 
equivalente de raíces, de los distintos tratamientos, según el método de Lutts et 
al. (1996). Inmediatamente después del muestreo, los tejidos se lavaron tres 
veces con agua bidestilada durante 15 segundos, para eliminar los electrolitos 
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adheridos a la superficie y aquellos liberados por las heridas producidas por el 
corte. Posteriormente, cada muestra se sumergió en un tubo con 10 ml de 
agua bidestilada donde permanecieron durante cuatro horas a temperatura 
ambiente. Seguido a esto, se determinó la conductividad eléctrica (dS/m) 
empleando un conductímetro Jenco modelo 3173. Luego, los tubos se taparon 
y se llevaron a autoclave donde se mantuvieron por 20 minutos a una 
sobrepresión de 1 atmósfera y 120°C, con el objetivo de afectar totalmente la 
integridad de las membranas. Finalmente, los tubos se dejaron enfriar a 
temperatura ambiente y se volvió a medir la conductividad eléctrica del medio. 
En base a los datos obtenidos, se estimó la conductividad relativa de las 
membranas celulares a partir de la siguiente fórmula: 
CR (%) = (L1 /L2) x 100 
Donde, L1 y L2 son las lecturas de conductividad eléctrica antes y después del 
autoclavado respectivamente. 
 Contenido de malondialdehído (MDA): se realizó a partir de 200 mg de hojas 
y de raíces a partir de la reacción con el ácido thiobarbitúrico (TBA), según el 
método de Heathy Packer (1968), como indicador de la peroxidación de los 
lípidos de las membranas celulares. Se molieron 0,25 g de tejido fresco, se 
agregaron 5 ml de TBA 0,5% en 20% de ácido tricloroacético (TCA). La mezcla 
se calentó a 95ºC durante 30 minutos y luego se enfrió rápidamente en un 
baño frío. Se centrifugó a 10000 g por 10 minutos, se separó el sobrenadante y 
se leyó la absorbancia a 532 y 600 nm en un espectrofotómetro Shimadzu UV 
160 UV/V. La concentración de MDA se calculó usando un coeficiente de 
extinción molar de 155 mM-1 cm-1: 
Equivalentes de MDA (n x mol x ml-1) = [(A532 - A600) / 155000] x 106 
 Contenido de clorofila y carotenoides: se determinó a partir de un disco de 
hoja de 1 cm de diámetro. Se utilizó N, N-Dimetilformamida como solvente de 
extracción, determinando la absorbancia de la solución a las longitudes de 
onda 647, 664 y 480 nm, en un espectrofotómetro Shimadzu UV 160 A (Kyoto, 
Japón). El cálculo del contenido de pigmentos se realizó de acuerdo a Wellburn 
(1994). 
 Contenido de proteínas solubles: se determinó a partir de 200 mg de hojas y 
de raíces mediante el método de Bradford (1976). Los tejidos se 
homogeneizaron en un mortero con 1 ml del buffer de extracción (TRIS 50 mM, 
EDTA 1mM, PVPP insoluble 1%, MeSH 0,1% a pH 7,5) a 4ºC. El 
homogeneizado resultante se centrifugó a 10.000 g durante 10 minutos a 4ºC. 
Se tomaron 20 μl del sobrenadante y se le agregó 1ml del reactivo Bradford 
(Azul Brillante de Coomassie G-250 0,021% (p/v) etanol 4,7% (p/v) y ácido 
fosfórico 8,5% (p/v)) se agitó en vórtex y se leyó la absorbancia a 595 nm. El 
cálculo de la concentración de proteínas se efectuó empleando una curva 
patrón preparada con distintas concentraciones de albúmina de suero bovino 
(BSA, SiFMaChemical Co). 
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 Contenido de prolina: se determinó a partir de 100 mg de hojas y de raíces, 
según el método de Bates et al. (1973), como indicador de estrés. Para esto se 
homogeneizó el material fresco de hoja y de raíz con 2 ml de una solución en 
agua al 3% de ácido sulfosalicílico. El homogeneizado se centrifugó a 12000 g 
por 15 minutos y se tomó 1 ml del extracto obtenido. Se lo hizo reaccionar con 
1 ml del reactivo Ninhydrina ácida y 1 ml de ácido acético glacial en un tubo de 
15 ml, en baño maría a 100ºC durante una hora. Al cabo de ese lapso la 
reacción se interrumpió enfriando el tubo rápidamente. A la mezcla 
reaccionante anterior se le agregó 2 ml de tolueno y se agitó durante 15 a 20 
segundos en vórtex. Se dejaron separar las fases y se tomó la fase acuosa 
conteniendo el cromóforo tolueno-prolina y se leyó la absorbancia a 520 nm 
usando tolueno como blanco. Se calculó el contenido de prolina por unidad de 
peso fresco según la siguiente fórmula: 
μmol prolina.g-1PF=[(μg prolina/ml x ml tolueno)/115,5 μg/μmoles]/[(g PF)/5 
 Contenido de Zn(II) en parte aérea, raíz y sustrato: se realizó siguiendo la 
metodología de Bonfranceschi et al. (2009) para lo cual se efectuó una 
digestión ácida con HNO3(c)/H2SO4(c) (relación de volumen inicial 4:1) de 0,5 g 
de la parte aérea, 0,5 g de raíz y 1 
g de suelo por repetición, y se 
agregaron volúmenes posteriores 
de HNO3(c) hasta la oxidación 
completa de la materia orgánica 
visibilizada por el cambio de color 
y la liberación y posterior cese de 
humo de color marrón óxido como 
se observa en la Figura 9. Las 
muestras de parte aérea y raíz 
fueron trituradas para facilitar su 
digestión mientras que las 
muestras de suelo fueron 
tamizadas con un tamiz de 16 
mesh para eliminar impurezas y 
posteriormente se molieron en un 
mortero. El tiempo que llevó la 
digestión varió según el material 
que se utilizó. Mayor tiempo fue requerido para las raíces y el suelo que para la 
parte aérea, llegando a durar entre 3 a 7 horas respectivamente. Los extractos 
ácidos obtenidos se filtraron con jeringa y membrana de 0,45 micrones y 
posteriormente se analizaron con un espectrofotómetro de absorción atómica 
(Shimazdu AA6650F Espectrofotómetro de Absorción Atómica). Con las 
medidas de zinc se calcularon los índices de biodisponibilidad, acumulación, 
traslocación y bioaculumación. 
Índice de biodisponibilidad (FD)= mg Zn.kg-1 en raíz/mg Zn.kg-1 en suelo. 
Figura 9. Variación visual que determina el fin de la 
digestión del material orgánico A. Inicio de la 
digestión. B. Fin de la digestión. 
A B 
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Índice de acumulación (FA)= mg Zn.kg-1 en parte aérea/mg Zn.kg-1 de suelo. 
Índice de traslocación (FT)= mg Zn.kg-1 en parte aérea/mg Zn.kg-1 en raíz. 
Índice de bioacumulación (FB)= mg Zn.kg-1 en biomasa/mg Zn.kg-1 en suelo. 
Todos los valores están expresados sobre peso seco de la respectiva muestra. 
El diseño experimental fue completamente aleatorizado. El número de 
repeticiones (n) fue 7 por tratamiento y 5 plantas por repetición. Los datos 
fueron sometidos a análisis de la varianza y las medias comparadas por el test 
de LSD al 5%(Statgraphics Centurion). 
6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
6.1. Ensayos de germinación 
6.1.1. Longitud de la radícula 
La longitud varió significativamente en las distintas concentraciones de zinc, pero no 
en los distintos cultivares como se observa en las Tablas 1, 2 y 3 (Anexo) y los 
Gráficos 1, 2 y 3. Todos los cultivares presentaron la misma tendencia; a mayor 
concentración de zinc, mayor fue la disminución en la longitud de la radícula. Esto se 
advierte mejor en la Figura 10 donde se observa una marcada disminución en la 
elongación hacia las mayores concentraciones de zinc. También hubo una escasa 
presencia de pelos radiculares en las concentraciones mayores de Zn(II) ensayadas 
(Figura 10). 
Similares resultados se han reportado por Davies et al. (1991) quienes evaluaron 
distintos parámetros de crecimiento, entre ellos la longitud radicular, en plántulas de 
tres cultivares de Festuca rubra L. (‘Merlin’, ‘Hawk’ y ‘S59’) con distinto grado de 
tolerancia al exceso de zinc creciendo en sustratos nutritivos y encontraron que a 
concentraciones superiores a 3µM (0,2 μg Zn.cm−3) disminuyó la longitud radicular. 
También Abud et al. (2013) obtuvieron resultados similares en plántulas de Nicotiana 
tabacum L. donde se evaluó el crecimiento de las mismas en sistema in vitro con 
medio MS (Murashige y Skoog) a concentraciones crecientes de zinc encontrando 
menor crecimiento de la raíz primaria e inhibición del crecimiento de raíces 
secundarias en las concentraciones mayores. Precisamente Ren et al (1993) 
destacaron que los síntomas más característicos de la toxicidad por metales pesados 
son menor elongación de la raíces principales y secundarias, menor cantidad de estas 
últimas y necrosamiento de las mismas, dado que la mayoría de las plantas que tienen 
la capacidad de acumular grandes cantidades de metales lo hacen en la raíz. Vázquez 
et al. (1992) aportaron que en muchas especies, se ha comprobado una 
compartimentación subcelular, especialmente en vacuola y pared celular de las raíces. 
“Las membranas y la pared celular son potencialmente el blanco de acciones que 
generan cambios en las propiedades de semipermeabilidad, de transporte, de 
extensibilidad y crecimiento que comprenden una multiplicidad de procesos fisiológicos 
que secundariamente se verán modificados” (Foy et al., 1978). Otro cambio, 
documentado por Routy Das (2009), en el núcleo de las células apicales de la raíz 
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causado por la toxicidad a zinc es que las cromatinas se ven altamente condensadas y 
algunas de las células corticales muestran rupturas y dilataciones de las membranas 
nucleares. El citoplasma pierde su estructura, se desintegran organelas y aumenta el 
desarrollo de vacuolas. Esto último se puede correlacionar con lo encontrado por 
Chaney (1993) que destacó que la compartimentalización en la vacuola y una fuerte 
quelación por malato, citrato, glutatión y posiblemente fitoquelatinas en el citoplasma 
aparentemente proveen tolerancia al zinc. 
Grafico 1. Longitud de la radícula del cv ‘Malma’ en las distintas concentraciones de Zn (II).Letras distintas indican 
diferencias significativas (p <0,05). 
Grafico 2. Longitud de la radícula del cv ‘Baralta’ en las distintas concentraciones de Zn (II). Letras distintas indican 
diferencias significativas (p <0,05). 
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Grafico 3. Longitud de la radícula del cv ‘Flexible’ en las distintas concentraciones de Zn (II). Letras distintas indican 
diferencias significativas (p <0,05). 
 
Figura 10. Comparación del crecimiento radicular a distintas concentraciones de zinc(II) en los cultivares de 
Festuca arundinacea A. ‘Malma’. B. ‘Baralta’. C. ‘Flexible’. 
6.1.2. Porcentaje de germinación 
El porcentaje de germinación mostró diferencias estadísticamente significativas como 
se observa en las Tablas 4, 5 y 6 (Anexo), excepto en el cultivar ‘Baralta’, (Figura 11). 
Sin embargo, de acuerdo a los resultados no se puede decir que un cultivar sea más 
tolerante a la toxicidad por Zn(II) ni que una concentración de Zn(II) sea más inhibitoria 
que otra debido a que no se observó una tendencia marcada para ninguna de las 
concentraciones ensayadas (Gráficos 4, 5 y 6). 
Se han reportado diversos resultados para la germinación, algunos difieren o coinciden 
con los obtenidos en este ensayo. En algunas especies como la alfalfa (Medicago 
sativa L.), la contaminación por zinc no afectó la germinación incluso en altas 
concentraciones (Peralta et al., 2001). En estos ensayos se utilizó el cultivar ‘Malone’ 
que creció en medios nutritivos con concentraciones de 0µM, 76 µM, 153µM, 306µM y 
612 µM de zinc (0 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm y 40 ppm). Liny Xing (2007) por su 
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parte encontraron similares resultados para rábano (Raphanus sativus L.), colza 
(Brassica napus L.), lechuga (Lactuca sativa L.), maíz (Zea mays L.), pepino (Cucumis 
sativus L.) y raigrás (Lolium perenne L.) evaluados con concentraciones de zinc de 
30590 µM (2000 mg.L-1), atribuyendo que la resistencia puede ser causada por un 
efecto osmótico de las semillas característico de algunas especies más que por la 
producción de compuestos químicos que ayuden a tolerar este evento; destacando 
también que las semillas germinaron pero la elongación radicular se vio severamente 
disminuida. Sin embargo, en otras especies como el garbanzo (Cicer arietinum L.) se 
observó una marcada disminución y retraso de la germinación cuando se lo sometió a 
concentraciones de 1000µM y 10000µM (1 mM y 10 mM) creciendo en cajas de Petri 
con papeles de filtro embebidos en soluciones con dichas concentraciones en 
ambiente controlado; indicando además un aumento de ABA (ácido abscísico) y 
disminución de AG3 (ácido giberélico), Z (zeatina) y ZR (ribósido de zeatina), todas 
hormonas relacionadas con la germinación (Aticiet al., 2005). El-Ghameryet al. (2003) 
estudiaron trigo (Triticum aestivum L.) y nigella (Nigella sativa L.) en concentraciones 
de zinc de 76 µM y 382 µM (5 mg.L-1 y 25 mg.L-1) encontrando una reducción del 
porcentaje de germinación en ambas especies advirtiendo anomalías mitóticas, 
núcleos vacuolados y la consecuente disminución de la división celular. La inducción 
de rigidez y anomalías cromosómicas indica su acción sobre los cromosomas 
demostrando el potencial clastogénico del exceso de zinc para ciertas especies. 
Grafico 4. Porcentaje de germinación del cv ‘Malma’ en las distintas concentraciones de Zn (II). Letras distintas indican 
diferencias significativas (p <0,05). 
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Grafico 5. Porcentaje de germinación del cv ‘Baralta’ en las distintas concentraciones de Zn (II). Letras distintas indican 
diferencias significativas (p <0,05). 
Grafico 6. Porcentaje de germinación del cv ‘Flexible’ en las distintas concentraciones de Zn (II). Letras distintas 
indican diferencias significativas (p <0,05). 
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Figura 11. Germinación y crecimiento inicial de Festuca arundinacea cv ‘Malma’ sin agregado de zinc (II) y con 3000 
µM a los 7, 14 y 21 días de siembra respectivamente. 
6.1.3. Peso seco de las plántulas 
En los cultivares ‘Malma’ y ‘Flexible’ el peso seco aéreo del testigo no presentó 
diferencias significativas con respecto a todas las concentraciones de Zn(II) probadas 
(Tablas del Anexo 7, 8, 9, 10, 11, 12 13, 14 y 15) (Gráficos 7 y 9) en contraposición 
con el cultivar ‘Baralta’, cuyo peso aéreo fue aumentando con la concentración de 
Zn(II) (Gráfico 8). Como conclusión se puede decir que la disminución en cuanto al 
peso seco total es debido a la disminución del peso seco radicular y no al peso aéreo 
ya que no se observó diferencias entre el testigo y todas las concentraciones 
ensayadas. 
Grafico 7. Peso seco aéreo, radicular y total del cv ‘Malma’ en las distintas concentraciones de Zn (II). Letras distintas 
indican diferencias significativas (p <0,05). 
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Grafico 8. Peso seco aéreo, radicular y total del cv ‘Baralta’ en las distintas concentraciones de Zn (II). Letras distintas 
indican diferencias significativas (p <0,05). 
Grafico 9. Peso seco aéreo, radicular y total del cv ‘Flexible’ en las distintas concentraciones de Zn (II). Letras distintas 
indican diferencias significativas (p <0,05). 
6.2. Ensayos de crecimiento 
Estos ensayos fueron realizados únicamente con el cultivar ‘Malma’ debido a que el 
análisis estadístico no indica diferencias significativas entre los cultivares y además 
por la mayor disponibilidad del material durante todo el año.  
6.2.1. Peso seco de las plantas 
El Gráfico 10 muestra las diferencias significativas (Tablas del Anexo 16, 17 y 18) que 
se producen en el peso seco total, aéreo y de raíz. El peso seco total muestra la 
misma tendencia, es decir, una disminución a mayores concentraciones tal como 
sucedió en el ensayo de germinación. Sin embargo, a diferencia del ensayo anterior, 
en este caso no se puede atribuir completamente esta disminución al peso seco de la 
raíz ya que tanto para la parte aérea como para la raíz el incremento de la 
concentración de zinc resultó en un decremento del peso seco. Estadísticamente la 
concentración de 1000 µM generó una disminución significativa del peso seco total 
comparada con los valores observados en el testigo, pero no del peso de la raíz ni de 
la parte aérea que se observó recién en la concentración de 1500 µM. 
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Zamani et al. (2015) reportaron similares resultados en Festuca arundinacea y Lolium 
perenne creciendo en macetas con sustrato con concentraciones de 200, 400, 800 y 
1800 mg.kg-1cuando analizaron la modificación de la acumulación de zinc en plantas 
infectadas con el hongo endófito Neotyphodium sp. Curiosamente la especie N. 
coenophialum es responsable de la enfermedad conocida como festucosis, que afecta 
a los animales que consumen plantas de Festuca, causando intoxicaciones que 
pueden llevar a la muerte de los animales. La infección con este hongo produjo un 
aumento en la tasa de extracción y acumulación de Zn en la parte aérea y disminuyó 
la caída del peso seco que se daba a mayores concentraciones lo que igualmente 
sucedía, en menor medida, en el tratamiento sin el endófito en ambas especies. 
Orroño (2002) encontró resultados similares en un ensayo de screening de 6 metales, 
entre ellos zinc, en concentraciones consideradas fitotóxicas de 300 y 600 mg.kg-1 en 
3 especies del género Pelargonium (Malvón: P. hortorum L. H. Bailey, Geranio: P. 
peltatum (L.)L’Hér. y Malva rosa: P. graveolens L’Hér.) creciendo en macetas con 
tierra en condiciones controladas para determinar la acumulación en la planta y sus 
efectos tóxicos con objetivo de fitorremediación. Se encontró que a mayores 
concentraciones de zinc el peso seco tanto aéreo como radical disminuyó. Intawongse 
y Dean (2006) estudiaron el crecimiento y la acumulación de Cd, Cu, Mn, Pb y Zn en 
lechuga (Lactuca sativa L.), espinaca (Spinacia oleracea L.), rábano (Raphanus 
sativus L.) y zanahoria (Daucus carota L.) creciendo en compost contaminado con 
dichos metales, encontrando, en el caso del zinc, una disminución del crecimiento 
expresado en peso seco en todas las especies. Por lo observado durante el ensayo de 
germinación la disminución del peso seco aéreo podría deberse a la disminución del 
crecimiento radical causada por el zinc ya una consecuente menor absorción de agua 
y nutrientes, que a un efecto directo del zinc sobre la parte aérea. Davies et al. (1991) 
explicaron esto cuando estudiaron la vacuolización inducida por altas concentraciones 
de zinc en las células de las raíces indicando que la disminución del crecimiento de la 
raíz es causada por la alta tasa de formación de vacuolas para acumular zinc y evitar 
que se transporte a otros órganos, sin embargo la disminución de la elongación de la 
raíz genera el decremento del crecimiento aéreo.  
Gráfico 10. Peso seco aéreo, radicular y total del cv ‘Malma’ en las distintas concentraciones de Zn (II). Letras distintas 
indican diferencias significativas (p <0,05). 
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6.2.2. Área Foliar 
En cuanto al área foliar, la Tabla 19 (Anexo) muestra que esta disminuyó 
significativamente en la concentración 1000 µM y 1500 µM (Gráfico 11), 
presentándose el valor más bajo en la concentración de 1500 µM. 
Ruano et al. (1988) encontraron similares resultados estudiando el crecimiento y la 
partición de biomasa en plantas de poroto (Phaseolus vulgaris L.) creciendo en 
soluciones nutritivas sometidas a concentraciones consideradas fitotóxicas de zinc de 
2 µM, 6,6 µM, 9,6µM y 13,5µM donde el área foliar, entre otros parámetros, disminuía 
a medida que las concentraciones eran mayores. Davis et al. (1993) reportaron 
resultados similares para plantas de maní (Arachis hypogaea L.) creciendo en macetas 
con concentraciones de zinc de 0, 10, 20 y 40 mg.kg-1 donde se observó un 
decremento del área foliar con el incremento de zinc. Esto también sucedió en el 
trabajo de Khudsar et al. (2004) donde estudiaron los cambios morfo-fisiológicos, entre 
estos la expansión del área foliar, inducidos por altas concentraciones de zinc (50, 
100, 200, 300 y 400 mg.kg-1) en ajenjo (Artemisia annua L.), que presentó la misma 
tendencia reportando también una disminución de la materia seca tanto aérea como 
radical, disminución del contenido de clorofila, carotenoides y proteínas. 
Gráfico 11. Área foliar en las distintas concentraciones de Zn del cv ‘Malma’. Letras distintas indican diferencias 
significativas (p <0,05). 
6.2.3. Conductividad relativa de las membranas celulares 
La conductividad relativa (CR) de las membranas presentó diferencias 
estadísticamente significativas, como se observa en las Tablas 20 y 21 (Anexo), tanto 
para hoja como para raíz en las distintas concentraciones de Zn (II) (Gráfico 12). En 
hoja los mayores valores se obtuvieron en las dos mayores concentraciones (1000 µM 
y 1500 µM), sucediendo lo mismo para la raíz siendo la CR mayor en raíz que en hoja 
para todas los tratamientos. Sin embargo, los valores de CR muestran que el daño 
causado fue muy leve. Valores cercanos al 60% se relacionan a daños considerables y 
en este caso los máximos obtenidos fueron menores al 12%. La CR sirve como 
indicador de daño de las membranas celulares, midiendo la liberación de electrolitos 
consecuencia de deterioro o modificaciones de las mismas. La membrana puede 
considerarse como la primera estructura “viviente” que es afectada por los metales 
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pesados. Su función puede ser rápidamente afectada por las altas concentraciones de 
metales (Sánchez-Urdaneta, 2003). 
Wainwright y Woolhouse (1977) demostraron que a mayores concentraciones de 
cobre pero no de zinc, se incrementó el eflujo de K+ de las células de las raíces de 
Agrostis capillaris L. Asimismo, De Vos et al. (1991), Strange y Macnair (1991) y 
Quartacci et al. (2001) concluyeron que el daño a la membrana celular puede ser 
monitoreado por la fuga de iones que, en estos ensayos, fue medida por acción del Cu 
encontrando que aumentaba a mayores concentraciones. Otros estudios han revelado 
que las plantas poseen diversas clases de transportadores de metales que están 
vinculados a la incorporación y a la homeostasis en general, y que estos poseen un rol 
clave en la tolerancia. Así Williams et al. (2000) y Guerinot (2000) incluyen en estos a 
bombas de metales pesados impulsados por ATP (CPx-ATPasas), proteínas de 
macrófagas naturales asociadas a resistencia (NRAMPs), facilitadores de la difusión 
de cationes (CDF) y Proteínas ZIP. En Thlaspi caerulescens J. Presl & C. Presl, Pence 
et al. (2000) estudiaron un transportador (ZNT1), que permite una alta afinidad para la 
acumulación de zinc y baja para cadmio y que se expresa en elevados niveles en 
raíces. El aumento de la expresión, causada por los cambios en el estado de oxidación 
de zinc de la planta, condujo a una mayor absorción del mismo en las raíces. Este 
transportador está incluido en los CDF y se encuentra tanto en vegetales, como 
animales y microorganismos. También se conoce que una variación en la expresión 
del mismo (ZNT-1) provoca el efecto contrario: la exclusión de zinc, como concluyó 
Silver (1996), lo que podría demostrar que estos transportadores forman parte de un 
mecanismo de tolerancia de los metales pesados mediante su exclusión. 
Grafico 12.Conductividad relativa de las membranas celulares de hoja y raíz del cv ‘Malma’ en las distintas 
concentraciones de Zn (II). Letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05). 
6.2.4. Contenido de malondialdehído(MDA) 
El contenido de MDA presentó diferencias estadísticamente significativas como se 
observa en las Tablas 22 y 23 (Anexo). La concentración de MDA fue mayor a las 
mayores concentraciones de Zn (II) y también en las raíces que en las hojas (Gráfico 
13). El MDA es un compuesto orgánico que resulta de la peroxidacion de ácidos 
grasos poliinsaturados de lípidos causada por las especies reactivas de oxígeno 
(ROS). Estas se forman como un subproducto natural del metabolismo normal del 
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oxígeno y tienen roles importantes en la señalización celular y la homeostasis. Sin 
embargo, en situaciones de estrés, los niveles de ROS pueden aumentar 
significativamente provocando daños a las estructuras celulares lo que se conoce 
como estrés oxidativo (Sosa-Torres et al., 2015). En las plantas, cuando este tipo de 
estrés es causado por metales pesados generan radicales superóxidos (O2-), peróxido 
de hidrogeno (H2O2), radicales hidroxilos (OH-) y oxígeno singlete (1O2) (Jain et al., 
2010). Estas ROS son altamente reactivas y pueden causar la muerte de las plantas 
por daños a las membranas lipídicas, proteínas, pigmentos y ácidos nucleicos. 
Según Navarro-Aviñó et al. (2007) sí se daña la membrana, ingresan iones Ca+2 y 
egresan iones K+ (responsables de los fenómenos de polarización y despolarización 
de la membrana y, en definitiva, de la transmisión eléctrica). La salida de K+ favorece 
la entrada de agua. Hay varios mecanismos que pueden inducir estos cambios, 
algunos son la fluidización de la membrana, la peroxidación de lípidos, el daño al 
citoesqueleto, el bloqueo de canales etc. Por lo tanto, el contenido de MDA permite 
estimar el daño causado a las células o más específicamente a las membranas de las 
mismas. Prasad y Saradhi (1995) estudiaron la producción de ROS en Brassica juncea 
L. y Cajanus cajan L. causada por concentraciones fitotóxicas de zinc (10, 50, 100, 
500, 1000, 2500, 5000 y 10000 µM) creciendo en un medio nutritivo, encontrando 
similares resultados; las concentraciones elevadas de zinc causaron un decrecimiento 
de la biomasa general y promovieron la generación de ROS visualizada en un mayor 
contenido de MDA y la acumulación de prolina; proponiendo la existencia de una 
correlación directa entre la generación de ROS y la acumulación de prolina 
relacionada a una detoxificación no enzimática de radicales libres. Similares resultados 
obtuvieron Chaoui et al. (1997) que encontraron elevados contenidos de MDA (6-10 
MDA/g) cuando estudiaron la peroxidación lipídica causada por concentraciones 
fitotóxicas de cadmio y zinc (100 µM) en plántulas de poroto (Phaseolus vulgaris) 
creciendo en medio nutritivo. También Jainet al. (2010) midieron los impactos de 
distintos parámetros, entre ellos el estrés oxidativo, en plantas de caña de azúcar 
(Saccharum officinarum L.) expuestas a elevadas concentraciones de zinc de 994 Y 
1988 µM (65 Y 130 mg.l-1) encontrando alto contenido de MDA en ambas 
concentraciones. Hosseini y Poorakbar (2013) estudiaron la respuesta oxidativa a la 
toxicidad de zinc en plantas de maíz (Zea mays) creciendo en macetas con 
concentraciones de 0µM, 400µM y 600 µM de zinc encontrando un aumento del 
contenido de MDA significativo en el tratamiento de 600 µM. A su vez, la toxicidad por 
zinc fue mayora pH 4,5. La generación de ROS y el incremento de la peroxidación 
lipídica bajo estrés por exceso de zinc pueden resultar en un incremento de la 
permeabilidad de la membrana y pérdida de la integridad de la misma (Rout y Das, 
2009). 
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Grafico 13. Contenido de MDA en hoja y raíz en las distintas concentraciones de Zn en el cv ‘Malma’. Letras distintas 
indican diferencias significativas (p <0,05). 
6.2.5. Contenido de clorofila y carotenoides 
El contenido de clorofilas y carotenos muestra diferencias significativas como se 
observa en el Grafico 14 y en las Tablas 24, 25, 26 y 27 (Anexo). Se observó una 
marcada diferencia entre la concentración de clorofila y carotenos determinados en el 
testigo en relación a la encontrada en todos los tratamientos ensayados. Esta 
diferencia fue de aproximadamente un 50 a 60% de clorofila y carotenos, 
respectivamente. 
La clorofila es el pigmento por excelencia 
de las plantas, esencial para el proceso la 
fotosíntesis. La clorofila a difiere de la 
clorofila b en el radical de la posición 3 del 
grupo tetrapirrólico el cual es -CH3 
(metilo) en lugar de -CHO (grupo funcional 
aldehído), lo que modifica, entre otras 
propiedades, el pico de absorción de luz 
como se observa en la Figura 12. La 
clorofila a tiene una función única y crucial 
al convertir la energía de la luz en energía 
química. Todas las plantas fotosintéticas, 
algas y cianobacterias contienen clorofila 
a, mientras que solo las plantas y algas 
verdes contienen además clorofila b, junto 
con algunos tipos de cianobacterias 
Debido a la función central de la clorofila a 
en la fotosíntesis todos los otros 
pigmentos, como los carotenos y otras 
clorofilas, se conocen como pigmentos accesorios. Estos permiten la absorción de una 
gama más amplia de longitudes de onda y, por lo tanto, una captura mayor de energía 
de la luz solar. 
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Figura 12. Picos de absorción de las clorofilas y el 
caroteno en el espectro de luz. 
Fuente: Open Stax College, 2015. 
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Similares resultados obtuvieron Rosen et al. (1977) que estudiaron los efectos de la 
toxicidad de zinc en relación al hierro y a la producción de clorofila en un híbrido de 
maíz (Zea mays ‘Barbecue’) creciendo en un sustrato en condiciones controladas. Se 
estudió la relación con hierro porque los síntomas de toxicidad observados (clorosis 
internerval) eran comparables a la deficiencia de hierro, sin embargo, se concluyó que 
el zinc no afecta a la absorción de hierro, pero si modifica su metabolismo. El 
contenido de clorofila disminuyó marcadamente en las plantas que crecieron con 
concentraciones elevadas de zinc de 153µM y 1531 µM (10 mg.l-1 y 100 mg.l-1) en el 
sustrato. Coincidiendo, Fontes y Cox (1998) estudiaron la deficiencia de hierro en soja 
(Glycine max) causada por la toxicidad de zinc con una concentración de 40µM, 
reportando mayor clorosis en las hojas unifoliadas y que la fertilización foliar con hierro 
atemperaba esta deficiencia. Así mismo Ebbs y Kochian (1997) obtuvieron similares 
resultados analizando los efectos de la toxicidad de zinc con concentración de 996µM 
(65 mg.l-1) y cobre en distintas especies del género Brassica (B. juncea, B. rapa L. y B. 
napus L.) encontrando que ambos metales produjeron una disminución del contenido 
de hierro y manganeso en la parte aérea causando síntomas de deficiencia de dichos 
nutrientes. Sagardoy et al. (2009) reportaron que altas concentraciones de zinc (50 
µM, 100 µM y 1500 µM) en remolacha (Beta vulgaris L.) creciendo en condiciones 
controladas en hidroponía, generaron síntomas de deficiencia de hierro y magnesio, la 
disminución del contenido de hierro en las hojas, disminución de clorofila y carotenos y 
un aumento de la relación carotenos/clorofila. Gill y Tujeta (2010) destacan que los 
principales sitios de generación de ROS son los cloroplastos, las mitocondrias y la 
membrana celular, que están interconectados al sistema de transporte de electrones. 
Relacionado a esto Lavid et al (2001) afirman que el oxígeno molecular se foto reduce 
en los cloroplastos produciéndose superóxido (O2-). La dismutación de este anión 
produce peróxido de hidrógeno (H2O2) y la reacción del superóxido y el peróxido 
pueden crear radicales hidroxilo (OH-). Estos radicales causan inactivación de 
enzimas, blanqueo de pigmentos, peroxidación de lípidos y degradación de proteínas. 
Precisamente Vaillant et al. (2005) estudiaron las respuestas de cuatro especies de 
datura (Datura metel L., Datura innoxia Mill., Datura sanguinea Ruiz & Pav. y Datura 
tatula L.) a la toxicidad por zinc (1000 µM, 2500 µM y 5000 µM) creciendo en medios 
nutritivos y concluyeron que el exceso provoca la destrucción de la clorofila y degrada 
los fotosistemas causando una disminución de la fotosíntesis neta y, por ende, de la 
producción de biomasa. Por su parte Prasad (1998) y Krupa et al. (1996) concuerdan 
en que el exceso de zinc inhibe la biosíntesis de deshidrogenasas y reductasas, 
disminuye la proporción total de clorofila a y b en las plantas y, por tanto, provoca un 
descenso en la fotosíntesis. En cuanto a los carotenos, son menos afectados por estos 
metales, sin embargo también disminuye su contenido. En plantas de poroto 
(Phaseolus vulgaris) creciendo en medio nutritivo y con concentración de 50 µM, 
Ramani y Kannan (1985) encontraron que la región de crecimiento activa tiene más 
capacidad para acumular zinc, puesto que, al exponer plantas a este metal, se 
acumuló en mayor medida en los cloroplastos de tallos, hojas y retoños jóvenes. 
Tumperley et al. (1973) concuerdan en que el zinc acumulado en exceso en los 
cloroplastos conduce a la reducción del contenido de pigmentos fotosintéticos. Por su 
parte, Ernst (1996) comenta una posible sustitución del Mg por el Zn(II) en el estroma 
de los cloroplastos de plantas de frutilla (Fragaria × ananassa (Weston) Duchesne ex 
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Rozier ‘Camarosa’) creciendo en macetas con 350 mg.kg-1 de zinc, pues se ha 
encontrado que, cuando se presenta toxicidad por Zn(II), la cantidad de este elemento 
puede llegar a ser equivalente al contenido de Mg(II); por lo tanto, es de esperarse la 
reducción del contenido de clorofila, dada la función del Mg(II) como centro del anillo 
tetrapirrólico en la molécula de clorofila. 
 
Grafico 14. Contenido de clorofila y carotenos en las distintas concentraciones de Zn en el cv ´Malma’. Letras distintas 
indican diferencias significativas (p <0,05). 
6.2.6. Contenido de proteínas 
Con respecto al contenido de proteínas en hojas hubo una marcada disminución 
cuando se aplicó Zn (II), de aproximadamente un 50% entre el testigo comparando con 
todos los tratamientos sin embargo, no hubo diferencia significativa entre las diferentes 
concentraciones de Zn(II) ensayadas como se observa en las Tablas 28 y 29 (Anexo). 
En cuanto a las raíces el contenido de proteínas aumentó levemente hacia las 
mayores concentraciones del metal (Gráfico 15). Se observó una disminución en la 
concentración de 500 µM pero que no es estadísticamente significativa con respecto al 
testigo. 
Los resultados obtenidos por John et al. (2012) coinciden con los de este trabajo. Ellos 
estudiaron parámetros de crecimiento, bioquímicos y acumulación de metales pesados 
en mostaza (Brassica juncea L.) encontrando una disminución general del contenido 
de proteínas solubles en la planta. Asimismo Singh y Sinha (2005) reportaron 
disminución del contenido de proteínas estudiando la misma planta que crecía en 
sitios contaminados con vertidos de curtiembre. Coincidiendo Cherifet al. (2011) 
encontraron que, en plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) sometidas a estrés 
por zinc (10. 50 ,100 y 150 µM) y cadmio, el contenido de proteínas solubles disminuye 
y aumenta el daño por estrés oxidativo destacando que las altas concentraciones de 
zinc poseen un efecto sinérgico con el cadmio en la reducción de parámetros de 
crecimiento y en el aumento del estrés oxidativo. Van Assche y Clijsters (1990) afirman 
que la disminución del contenido de proteínas puede ser resultado de la unión de los 
metales a grupos sulfhidrilos presentes en las mismas, lo que conduce a la inhibición 
de la actividad o la alteración de la estructura modificando sus propiedades. Palma et 
al (2002) comenta que la disminución del contenido de proteínas observado en este 
tipo de estrés también puede ser resultado del aumento de la actividad proteasa 
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inducida por las ROS que genera la fragmentación de proteínas.  
Por otra parte, Routy Das (2009) mencionan que el número de nucléolos en las células 
se incrementa en estos tipos de estrés, implicando la síntesis de nuevas proteínas 
involucradas en la tolerancia a metales pesados similar a lo que sucede en la raíz en 
el presente trabajo. Estas nuevas proteínas cumplen funciones diversas como el 
acomplejamiento de metales en el interior de la célula para detoxificarlos mediante la 
unión con ligandos. Estos son básicamente aminoácidos y ácidos orgánicos, y más 
específicamente, dos clases de péptidos: fitoquelatinas y metalotioneinas. Entre los 
aminoácidos y los ácidos orgánicos se encuentran los ácidos cítrico y málico, la 
histidina, la cisteína etc. 
Las Metalotioneinas (MTs) son polipéptidos de unos 70-75 aminoácidos con un alto 
contenido en cisteína, aminoácido con grupo funcional sulfhídrico, capaz de formar 
complejos con cationes. Se cree que son las responsables esenciales de la quelación 
de metales pesados en el citoplasma de las células de mamíferos y bacterias y, que a 
pesar de estar presente en plantas, no son proteínas decisivas en el proceso de 
quelación de metales pesados (Hall et al., 2002). Junto a las MTs se producen 
proteínas de choque térmico (HSPs) las cuales se expresan en respuesta a una 
variedad de condiciones de estrés que incluyen metales pesados; actúan como 
chaperonas moleculares en el plegamiento y ensamblaje de proteínas normales, pero 
también pueden funcionar en la protección y reparación de proteínas bajo condiciones 
de estrés(Lewis et al., 1999). 
Las Fitoquelatinas (PCs) son otros ligandos de alta afinidad que complejan metales 
pesados. Estas desempeñan en plantas el papel equivalente al que las MTs 
desempeñan en mamíferos y bacterias. Las PCs se inducen rápidamente en plantas 
por tratamiento con metales pesados. Su disminución provoca una mayor sensibilidad 
a metales pesados, por lo tanto su papel en la tolerancia y acumulación de metales 
pesados en plantas es crítico (Rauser, 1999). Estas tienen como sustrato al glutatión 
que es considerado el péptido más abundante de la Tierra y tiene un rol clave en el 
balance del estado oxidativo de la célula ya que es capaz de quelar metales pesados 
por sí mismo (Zhu et al., 1999). Las PCs se sintetizan en el citosol, donde se unen a 
compuestos metálicos formando complejos. Sin embargo, técnicas de HPLC y rayos X 
detectan mayores concentraciones de metal y PCs en el interior de la vacuola, por lo 
que se deduce que el transporte y acumulación en su interior es otro mecanismo 
implicado en tolerancia y detoxificación (Zhen-guo, 2001). En consecuencia, el paso 
final en el proceso de detoxificación es la compartimentalización vacuolar. 
El flujo de iones y el transporte al interior de la vacuola constituyen dos mecanismos 
distintos de conseguir con el mismo objetivo: reducir la concentración de metales 
tóxicos en el citoplasma (Davies et al., 1991). La diferencia entre ambos, es que 
mientras en el primer caso el problema de la toxicidad no siempre queda resuelto, en 
el segundo caso sí. Dentro de la vacuola se forman complejos PCs-Zn de alto y bajo 
peso molecular y de esta manera el zinc queda retenido en el interior de las vacuolas. 
Davies et al. (1991) observó que éste mecanismo ocurría en Festuca rubra creciendo 
en medio nutritivo. 
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Las proteínas no solo actúan como quelantes de los metales sino que además, ayudan 
al movimiento hacia adentro de la célula, para ser compartimentalizados en la vacuola, 
como así también, hacia afuera mediante un flujo de iones(Williams et al., 2000 y 
Guerinot, 2000). Se destacan los bombeadores de metales pesados impulsados por 
ATP (CPx-ATPasas), proteínas de macrófagas naturales asociadas a resistencia 
(NRAMPs), facilitadores de la difusión de cationes (CDF) y Proteínas ZIP. Todos estos 
mecanismos se pueden observar resumidamente en la Figura 13. 
En conclusión la disminución de proteínas en la parte aérea de la planta es un síntoma 
característico del estrés causado por metales. La degradación de las mismas podría 
estar dando lugar aminoácidos para la formación de nuevas proteínas y el 
desencadenamiento de mecanismos de resistencia como se observa en las raíces. 
Figura 13. Resumen de los potenciales mecanismos disponibles para las plantas para la detoxificación y 
tolerancia de metales. 1. Unión a la pared celular o exudados radicales. 2. Influjo reducido por la membrana 
celular. 3. Eflujo activo al apoplasto. 4. Quelación en el citosol por diversos ligandos. 5. Reparación y 
protección de la membrana celular. 6. Transporte de complejos PC-Zn a la vacuola. 7. Transporte y 
acumulación de metales en la vacuola. 
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Grafico N°15. Contenido de proteína en hoja y en raíz en las distintas concentraciones de Zn en el cv ‘Malma’. Letras 
distintas indican diferencias significativas (p <0,05). 
6.2.7. Contenido de prolina 
La prolina presentó un peculiar comportamiento como se observa en las Tablas 30 y 
31 y en el Grafico 16. Se observaron mayores valores en la concentración de 1500 µM 
comparada con las menores, sin embargo estos no se diferenciaron del testigo el cual 
presentó un valor similar. No hubo diferencias significativas entre los valores obtenidos 
en las hojas y las raíces. 
La prolina es un aminoácido y un osmolito importante que aumenta su cantidad en el 
sistema celular cuando es expuesto a distintos tipos de estrés entre ellos el causado 
por metales. En los últimos años Ashraf y Foolad (2007) destacaron el papel de la 
prolina también como secuestrante de ROS. Asimismo, la prolina también puede 
actuar como chaperón molecular estabilizando las estructuras de las proteínas y 
regulando el pH citosólico, lo que ayuda a equilibrar el estado redox de la célula. 
Además de su papel como un osmolito, también previene la alteración de las proteínas 
y las membranas al formar agrupaciones con moléculas de agua y estabilizar sus 
estructuras (Koca et al., 2007). Kasai et al. (1998) han sugerido que la acumulación de 
prolina puede contribuir al ajuste osmótico a nivel celular y a la estabilización de la 
estructura de macromoléculas y organelas además de provocar el incremento de 
enzimas antioxidantes. Prasad et al. (1995) encontraron concentraciones elevadas de 
prolina a medida que la concentración de Zn (II) aumentaba en ensayos con Brassica 
juncea L. y Cajanus cajan L. Al Khateeb y Al-Qwasemeh (2014) observaron este 
comportamiento en Solanum nigrum L. y Solanum lycopersicum creciendo en 
concentraciones fitotóxicas de cadmio, cobre y zinc indicando que la concentración de 
prolina aumentó con las mayores concentraciones de dichos metales y esta fue mayor 
en SolanumnigrumL. Sharma y Dietz (2006) han demostrado que la prolina protege e 
impide la inhibición de la glucosa-6-fosfato dihidrogenasa y la nitrato reductasa durante 
el estrés por zinc y que es importante en la ligación de iones porque no forman 
complejos con las fitoquelatinas, indicando que actúan sobre el mismo propósito pero 
en formas separadas. 
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Grafico N°16. Contenido de prolina en hoja y en raíz en las distintas concentraciones de Zn(II) en el cv Malma. Letras 
distintas indican diferencias significativas (p <0,05). 
6.2.8. Contenido de zinc 
En cuanto a la concentración de Zn (II) aplicada se puede decir que a medida que la 
concentración aumentaba, esta también aumentaba dentro de la planta (Gráfico 17) 
(Tablas del Anexo 32, 33, 34 y 35). Los valores obtenidos en el sustrato muestran 
valores 4 veces inferiores a los obtenidos en la biomasa denotando la capacidad de 
acumulación de la planta como se observa en el Cuadro 2. Se calculó el índice de 
biodisponibilidad (FD), el índice de acumulación (FA), el índice de traslocación (FT) y 
el índice de bioacumulación (FB). El FD, FA y el FB fueron superiores a 1 mientras que 
el FT fueron cercanos a 1. Cuando estos índices son superiores a 1 indican que la 
planta es eficiente en la extracción del metal desde el sustrato ya sea acumulándolo 
en sus raíces o en toda su biomasa. Estos resultados indicarían que Festuca 
arundinacea sirve para fitorremediación de zinc para las concentraciones estudiadas y 
que su estrategia de remediación sería la de fitoestabilización. 
El éxito de la fitorremediación depende de la selección de especies y enmiendas que 
maximicen la eliminación de contaminantes. Los diferentes patrones de tolerancia y 
acumulación de metales, ofrecen un amplio surtido de germoplasma para la selección 
adecuada de tecnologías de fitorremediación, tal es así que las poblaciones tolerantes 
a los metales son genéticamente distintas de las poblaciones no tolerantes de mismas 
especies (Antonovics et al., 1971). 
Baker (1981) investigó los diferentes mecanismos de absorción de metales de plantas 
tolerantes que crecen en suelos con diferentes concentraciones de metales pesados lo 
que le permitió clasificarlas en 3 grandes grupos: acumuladoras, indicadoras y 
excluyentes. Una planta acumuladora concentra metales principalmente en su parte 
aérea por lo que se caracteriza por tener un índice de traslocación mayor a 1. En estas 
especies, la absorción y el transporte de los metales están regulados. En 
contraposición, las plantas excluyentes, no son capaces de regular la absorción de 
metales por lo que restringen su transporte de la raíz a los brotes. Baker (1981) 
consideró la relación entre los metales pesados en el suelo y en los brotes de la planta 
y verificó que la concentración en brotes de plantas excluyentes era baja y constante 
en un amplio rango de concentraciones del suelo hasta un cierto valor por encima del 
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cual se produce un transporte sin restricciones. Por último las plantas indicadoras, que 
usan estrategias similares a estas 2 últimas, permiten reflejar la concentración de un 
metal en el suelo. Así,una acumuladora se puede usar de manera eficiente en un 
proceso de fitoextracción mientras que las excluyentes en los de fitoestabilización.  
La bibliografía cita algunas especies capaces de acumular zinc en elevadas 
cantidades. Cardaminopsis halleri L. en los ensayos de McGrath et al. (2000),demostró 
poder acumular 9000 mg.kg-1 de zinc en sus brotes cuando creció en soluciones 
nutritivas enriquecidas con este metal. Barrutia et al. (2011) estudiaron la acumulación 
de metales por Thlaspi caerulescens J.Presl & C.Presl creciendo en una mina 
abandonada encontrando en los brotes concentraciones de zinc de18250 mg.kg-1; 
justamente esta especie es catalogada como hiperacumuladora y citada como planta 
base para fitorremediación de dicho metal.  
Cao et al. (2004) estudiaron especies que crecían en un pasivo minero en 
Montevecchio, Italia, donde la contaminación por metales pesados era muy alta (2000-
3000 mg.kg-1 de zinc y 8000-9000 mg.kg-1de plomo). Entre ellas destacaron dondiego 
de noche (Mirabilis jalapa L.) que acumuló 550 mg.kg-1 de plomo, curry (Helichry 
sumitalicum (Roth) G.Don) que acumuló 1500 y 2000 mg.kg-1 de zinc en parte aérea y 
raíz respectivamente y Festuca arundinacea que acumuló 6000 y 9000 mg.kg-1 de zinc 
en parte aérea y raíz cuando se ensayó en laboratorio. Esta última mostró la mayor 
tolerancia al zinc y leve tolerancia al plomo. De hecho, luego de cuatro meses de 
crecimiento, las raíces de la planta habían alcanzado una profundidad de 7 cm. La alta 
acumulación de zinc implica que puede ser usada eficientemente para eliminar el zinc 
pero no el plomo. El hecho de que la concentración de zinc en las raíces es más alto 
que en la parte aérea, indica que esta planta se comporta como un excluidor según lo 
mencionado por Baker (1981). Precisamente los factores de acumulación son de 4 
para la parte aérea y 5 para las raíces indicando que podría ser utilizada para 
programas de fitorremediación como una especie fitoestabilizadora. Los resultados del 
presente trabajo son similares a los obtenidos por Cao et al. (2004), las cantidades de 
zinc encontradas en las plantas fueron menores por las distintas condiciones del 
ensayo (menores concentraciones de zinc en el sustrato) los índices de acumulación 
mostraron la misma tendencia, ser mayores en raíz que en parte aérea pero con una 
distribución prácticamente equitativa. 
Para realizar fitorremediación no se necesita únicamente de plantas 
hiperacumuladoras. Algunas son aptas para fitoestabilización, las cuales pueden 
incluirse al comienzo del programa de fitorremediación para evitar el lixiviado de los 
metales pesados a través del perfil del suelo y contaminar aguas subterráneas. Puga 
et al. (2006) estudiaron las plantas que crecían en cercanías de las presas de jales en 
Chihuahua, México que concentran varios elementos potencialmente tóxicos, entre 
ellos arsénico y zinc (1000-3000 mg.kg-1) y destacaron que la especie que mayor 
concentración de zinc mostró fue la pata de gallo (Cynodon dactylon L.) con 302 
mg.kg-1 en las hojas y 226 mg.kg-1 en la raíz. La jarilla (Baccharis glutinosa PERS.) 
también mostró niveles importantes de zinc, en la hoja concentró 361 mg.kg-1 y 166 
mg.kg-1 en la raíz. Ambas plantas fueron catalogadas como acumuladoras pero no 
hiperacumuladoras de dicho metal. A pesar de esto, estas plantas tienen la capacidad 
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de acumular zinc en concentraciones superiores a las normales. Cameron (1992) 
menciona concentraciones de 100-400 ppm de zinc como muy fitotóxicas y que, en 
general, especies gramíneas herbáceas la concentración normal de zinc en las hojas 
puede variar entre 6 y 80 mg.kg-1con medias que no superar los 47 mg.kg-1. Estudios 
más recientes realizados por Noulas et al. (2018) destacan que la mayoría de las 
plantas poseen 30-100 mg.kg-1 de zinc en la biomasa y que contenidos mayores a 300 
mg.kg-1 son generalmente fitotóxicos. En este trabajo fueron medidos contenidos de 
hasta 445 mg.kg-1sin producirse una disminución significativa del crecimiento. 
También se ha demostrado que especies agrícolas de interés económico y alimenticio 
pueden acumular zinc en concentraciones que pueden causar problemas a la salud. 
Long et al. (2003) evaluaron dos variedades de pakchoi (Brassica rapa subsp. 
chinensis (L.) Kitam), y apio (Apium graveolens L.) creciendo en sustratos con distintas 
concentraciones de zinc (0, 100, 200, 300, 400 mg.kg-1). Encontraron que en las más 
altas concentraciones solo hubo una disminución del 10% del rendimiento y que las 
plantas habían acumulado en promedio entre 150 a 200 mg.kg-1en la parte aérea. 
Basándose en el umbral de toxicidad en la dieta humana para zinc (20 mg.kg-1) 
concluyeron que estas especies pueden acumular zinc en sus partes comestibles 
sobre el umbral toxico antes de que la reducción de rendimiento sea notoria. 
 
Grafico 17.Contenido de Zn(II) en parte aérea, en raíz, en sustrato y en biomasa en las distintas concentraciones de 
Zn en el cv ‘Malma’. Letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05). 
Tabla 2.Índices que denotan la translocación del Zn(II) dentro del cv ‘Malma’. 
Tratamiento 
de Zn(II) 
(µM) 
Índice de 
Biodisponibilidad 
(Raíz/Suelo) 
Índice de 
Acumulación 
(PA/Suelo) 
Índice de 
Traslocación 
(PA/Raíz) 
Índice de 
Bioacumulación 
(Biomasa/Suelo) 
500 3,38 2,81 1,02 5,83 
1000 2,16 1,20 0,61 4,62 
1500 1,95 2,03 1,04 3,38 
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7. CONCLUSIÓN 
De acuerdo a los resultados del ensayo de germinación se concluye que: 
 Las altas concentraciones de zinc provocaron una marcada disminución de la 
longitud y peso seco radicular con una inhibición de la división celular y de la 
elongación de la raíz. 
 Tanto el porcentaje de germinación como el peso aéreo de las plántulas no 
fueron afectados por la presencia de zinc. 
Por lo tanto se infiere que la acumulación y exclusión dentro de las células de la raíz 
es una estrategia para evitar que el zinc llegue y afecte a la parte aérea en los 
primeros estadios de crecimiento. 
De acuerdo a los resultados del ensayo de crecimiento se concluye que: 
 Hubo una disminución de la biomasa aérea y radicular, del área foliar, el 
contenido de clorofila, carotenos y proteínas, como consecuencia de la 
presencia de las diferentes concentraciones de zinc ensayadas. 
 El contenido de MDA, la conductividad relativa de las membranas, las 
proteínas en raíces y de prolina aumentaron; evidenciando el daño que el zinc 
causa a las membranas y la estrategia de la planta para superar la situación de 
estrés  
7.1. Conclusión General 
Festuca arundinacea tiene la capacidad de absorber gran cantidad de zinc y 
acumularlo en su biomasa sin afectar significativamente su crecimiento debido a que 
tiene la capacidad de desarrollar diversas estrategias tales como disminución de 
biomasa, de contenido de clorofila y carotenos, aumento de MDA, proteínas 
complejantes, quelantes y trasportadoras de iones en el interior y hacia afuera de la 
célula, además de la compartimentalización en vacuolas por lo que esta especie 
podría ser utilizada como fitoestabilizadora en una primera etapa en proyectos de 
fitorremediación. 
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8. ANEXO. TABLAS DE ESTADÍSTICA 
Tabla N°1. Análisis de la varianza de la longitud de la radícula del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Longitud radicular (mm) 812 55,64 10 23910,77 115,27 <0,0001 
Tratamientos (µM)   10 23910,77 115,27 <0,0001 
Error   801 207,44   
Total   811    
Tabla N°2. Análisis de la varianza de la longitud de la radícula del cv Baralta. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Longitud radicular (mm) 930 52,23 10 32533,04 141,64 <0,0001 
Tratamientos (µM)   10 32533,04 141,64 <0,0001 
Error   919 229,69   
Total   929    
Tabla N°3. Análisis de la varianza de la longitud de la radícula del cv Flexible. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Longitud radicular (mm) 939 53,67 10 31420,11 186,40 <0,0001 
Tratamientos (µM)   10 31420,11 186,40 <0,0001 
Error   928 168,56   
Total   938    
Tabla N°4.Análisis de la varianza del porcentaje de germinación del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Porcentaje de germinación (%) 33 9,42 10 96,57 1,63 0,1630 
Tratamientos (µM)   10 96,57 1,63 0,1630 
Error   22 59,26   
Total   32    
Tabla N°5. Análisis de la varianza del porcentaje de germinación del cv Baralta 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Porcentaje de germinación (%) 33 4,36 10 11,31 0,67 0,7381 
Tratamientos (µM)   10 11,31 0,67 0,7381 
Error   22 16,84   
Total   32    
Tabla N°6. Análisis de la varianza del porcentaje de germinación del cv Flexible. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Porcentaje de germinación (%) 33 3,60 10 33,67 2,86 0,0192 
Tratamientos (µM)   10 33,67 2,86 0,0192 
Error   22 11,78   
Total   32    
Tabla N°7. Análisis de la varianza del peso seco aéreo del cv Malma. 
F.V. N CV 2,13 CM F p-valor 
Peso seco aéreo (g) 33 2,19 10 40,85 10,21 <0,0001 
Tratamientos (µM)   10 40,85 10,21 <0,0001 
Error   22 4,00   
Total   32    
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Tabla N°8. Análisis de la varianza del peso seco radicular del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Peso seco radicular (g) 33 3,94 10 1229,55 287,77 <0,0001 
Tratamientos (µM)   10 1229,55 287,77 <0,0001 
Error   22 4,27   
Total   32    
Tabla N°9. Análisis de la varianza del peso seco total del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Peso seco total (g) 33 2,09 10 1171,25 125,09 <0,0001 
Tratamientos (µM)   10 1171,25 125,09 <0,0001 
Error   22 9,36   
Total   32    
Tabla N°10. Análisis de la varianza (SC tipo III) del peso seco aéreo del cv Baralta 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Peso seco aéreo (g) 33 2,43 10 24,27 4,45 0,0017 
Tratamientos (µM)   10 24,27 4,45 0,0017 
Error   22 5,45   
Total   32    
Tabla N°11. Análisis de la varianza del peso seco radicular del cv Baralta 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Peso seco radicular (g) 33 5,68 10 1187,67 122,10 <0,0001 
Tratamientos (µM)   10 1187,67 122,10 <0,0001 
Error   22 9,73   
Total   32    
Tabla N°12. Análisis de la varianza del peso seco total del cv Baralta. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Peso seco total (g) 33 2,75 10 987,00 57,44 <0,0001 
Tratamientos (µM)   10 987,00 57,44 <0,0001 
Error   22 17,18   
Total   32    
Tabla N°13. Análisis de la varianza peso seco aéreo del cv Flexible. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Peso seco aéreo (g) 33 1,95 10 166,96 52,47 <0,0001 
Tratamientos (µM)   10 166,96 52,47 <0,0001 
Error   22 3,18   
Total   32    
Tabla N°14. Análisis de la varianza peso seco radicular del cv Flexible. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Peso seco radicular (g) 33 10,85 10 1548,00 50,53 <0,0001 
Tratamientos (µM)   10 1548,00 50,53 <0,0001 
Error   22 30,64   
Total   32    
 
  
47 
 
Tabla N°15. Análisis de la varianza peso seco radicular del cv Flexible. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Peso seco total (g) 33 4,30 10 1757,56 46,93 <0,0001 
Tratamientos (µM)   10 1757,56 46,93 <0,0001 
Error   22 37,45   
Total   32    
Tabla N°16. Análisis de la varianza peso seco aéreo del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Peso seco aéreo (g) 28 14,87 3 0,47 6,43 0,0024 
Tratamientos (µM)   3 0,47 6,43 0,0024 
Error   24 0,07   
Total   27    
Tabla N°17. Análisis de la varianza peso seco de la raíz del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Peso seco de la raíz (g) 28 10,94 3 0,03 5,58 0,0048 
Tratamientos (µM)   3 0,03 5,58 0,0048 
Error   24 0,01   
Total   27    
Tabla N°18. Análisis de la varianza peso seco total del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Peso seco total (g) 28 11,95 3 0,76 8,29 0,0006 
Tratamientos (µM)   3 0,76 8,29 0,0006 
Error   24 0,09   
Total   27    
Tabla N°19. Análisis de la varianza del aérea foliar del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Área foliar (cm2) 28 20,00 3 2098,28 18,20 <0,0001 
Tratamientos (µM)   3 2098,28 18,20 <0,0001 
Error   24 115,26   
Total   27    
Tabla N°20. Análisis de la varianza de la conductividad de las membranas celulares de hoja del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
CR Hoja (%) 25 12,94 3 8,00 14,61 <0,0001 
Tratamientos (µM)   3 8,00 14,61 <0,0001 
Error   21 0,55   
Total   24    
Tabla N°21. Análisis de la varianza de la conductividad de las membranas celulares de raíz del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
CR Raíz (%) 23 14,12 3 25,22 13,97 <0,0001 
Tratamientos (µM)   3 25,22 13,97 <0,0001 
Error   19 1,81   
Total   22    
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Tabla N°22. Análisis de la varianza del contenido de MDA en hoja del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
MDA Hoja (MDA/g) 19 30,73 3 0,81 3,34 0,0477 
Tratamientos (µM)   3 0,81 3,34 0,0477 
Error   15 0,24   
Total   18    
Tabla N°23. Análisis de la varianza del contenido de MDA en raíz del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
MDA Raíz (MDA/g) 19 22,41 3 1,75 7,54 0,0026 
Tratamientos (µM)   3 1,75 7,54 0,0026 
Error   15 0,23   
Total   18    
Tabla N°24. Análisis de la varianza del contenido de clorofila A del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Clorofila A 21 16,34 3 18,27 17,43 <0,0001 
Tratamientos (µM)   3 18,27 17,43 <0,0001 
Error   17 1,05   
Total   20    
Tabla N°25. Análisis de la varianza del contenido de clorofila B del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Clorofila B 21 20,23 3 1,89 16,00 <0,0001 
Tratamientos (µM)   3 1,89 16,00 <0,0001 
Error   17 0,12   
Total   20    
Tabla N°26. Análisis de la varianza del contenido de clorofila total del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Clorofila total 21 17,06 3 31,92 17,28 <0,0001 
Tratamientos (µM)   3 31,92 17,28 <0,0001 
Error   17 1,85   
Total   20    
Tabla N°27. Análisis de la varianza del contenido de clorofila total del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Carotenoides totales 24 21,52 3 0,59 6,91 0,0022 
Tratamientos (µM)   3 0,59 6,91 0,0022 
Error   20 0,08   
Total   23    
Tabla N°28. Análisis de la varianza del contenido de proteínas en hoja del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Proteína Hojas (µg/mg) 23 12,75 3 17,03 52,66 <0,0001 
Tratamientos (µM)   3 17,03 52,66 <0,0001 
Error   19 0,32   
Total   22    
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Tabla N°29. Análisis de la varianza del contenido de proteínas en raíz del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Proteína Raíz (µg/mg) 24 15,69 3 0,25 5,75 0,0053 
Tratamientos (µM)   3 0,25 5,75 0,0053 
Error   20 0,04   
Total   23    
Tabla N°30. Análisis de la varianza del contenido de prolina en hoja del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Prolina Hojas (µg/mg) 21 23,00 3 27844,99 4,48 0,0172 
Tratamientos (µM)   3 27844,99 4,48 0,0172 
Error   17 6220,14   
Total   20    
Tabla N°31. Análisis de la varianza del contenido de prolina en raíz del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Prolina Raíz (µg/mg) 18 19,19 3 30342,78 7,48 0,0032 
Tratamientos (µM)   3 30342,78 7,48 0,0032 
Error   14 4058,14   
Total   17    
Tabla N°32.Análisis de la varianza del contenido de Zn en el sustrato. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Zn en Sustrato (mg/g) 12 28,88 3 4,5E-03 13,26 0,0018 
Tratamientos (µM)   3 4,5E-03 13,26 0,0018 
Error   8 3,4E-04   
Total   11    
Tabla N°33. Análisis de la varianza del contenido de Zn en parte aérea del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Zn en parte aérea(mg/g) 17 13,44 3 0,02 82,65 <0,0001 
Tratamientos (µM)   3 0,02 82,65 <0,0001 
Error   13 2,3E-04   
Total   16    
Tabla N°34. Análisis de la varianza del contenido de Zn en la raíz del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Zn en Raíz (mg/g) 17 12,77 3 0,03 83,84 <0,0001 
Tratamientos (µM)   3 0,03 83,84 <0,0001 
Error   13 3,9E-04   
Total   16    
Tabla N°35. Análisis de la varianza del contenido de Zn en la biomasa del cv Malma. 
F.V. N CV Gl CM F p-valor 
Zn en biomasa(mg/g) 17 12,55 3 0,08 84,90 <0,0001 
Tratamientos (µM)   3 0,08 84,90 <0,0001 
Error   13 9,3E-04   
Total   16    
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